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1. 序論 
 
ポリアミンは細菌からヒトに至るまで生物界に広く存在する低分子塩基性生理活性物質であり、
複数個のアミノ基を有する直鎖脂肪族炭化水素の総称である。生体内で見いだされる主なポリアミ
ンは、プトレスシン [PUT; NH2(CH2)4NH2]、スペルミジン [SPD; NH2(CH2)3NH(CH2)4NH2]、
スペルミン [SPM; NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2]の 3 種類であり、原核細胞では通常
PUT と SPDが、真核細胞では SPD と SPMが含まれている【1-3】。 
細胞内ポリアミン量は、ポリアミン生合成・分解系、及びポリアミン輸送系により厳密に調節され、
生理活性に至適な条件を保っている【4】。細胞内ポリアミン量のホメオスタシスが崩れると細胞増
殖阻害を起こす【5,6】。真核細胞での、ポリアミン生合成・分解経路をFig. 1-1に示した【7-10】。ポ
リアミンはPUTからSPD、SPMへと段階的に合成される。PUTはオルニチン脱炭酸酵素 (ODC)
によりオルニチンから合成され、SPD 及び SPM はそれぞれの合成酵素によるアミノプロピル基の
転移により、PUT及びSPDから合成される。このアミノプロピル基は、S-アデノシルメチオニン脱炭
酸酵素 (SAMDC)により合成される S-アデノシルメチルチオプロピルアミン (脱炭酸 S-アデノシル
メチオニン)から供給される。原核細胞は、スペルミン合成酵素をもたないため、SPMは存在しない。
なお、大腸菌などの原核細胞や高等植物では、PUT を合成する経路として、アルギニン脱炭酸酵
素及びアグマチンウレオヒドロラーゼも存在することが知られている。これらの酵素のうち、ODC と
SAMDC は非常に少量しか存在しておらず、また半減期が非常に短いことから、ポリアミン生合成
律速酵素であると考えられている。ポリアミンの分解では、まずスペルミジン/スペルミン N1-アセチ
ル転移酵素 (SSAT)により、N1-アセチルスペルミン、N1-アセチルスペルミジンが合成され、その
後ポリミアンオキシダーゼ (PAO)によりそれぞれ SPD、PUT に変換される。また、スペルミンオキ
シダーゼ (SMO)により、SPMが SPDに直接変換される【11】。 
輸送系では、大腸菌及び出芽酵母で詳細な解析が進んでいる。大腸菌では 3種のポリアミン輸
送系が同定されており、SPD 優先取り込み系 (PotA、B、C、D)【12】と PUT 特異的取り込み系 
(PotF、G、H、I)【13】はATP加水分解に依存してポリアミンの取り込みを行なうのに対し、PUT輸
送蛋白質 PotEは、膜電位的に PUTの取り込み、及び酸性条件下ではオルニチンとの交換反応
により PUTを排出することが明らかとなっている【14-16】。出芽酵母では、細胞膜上にポリアミン排
出蛋白質 TPO1~4【17-19】、細胞膜上と液胞膜上に UGA4、GAP１【20,21】、ゴルジ体又はゴル
ジ小胞に TPO5【22】が同定されている。TPO1~4はポリアミンの排出を、UGA4 と GAP１は PUT
と SPDの取り込みを、そして TPO5は PUT と SPDの排出を行なうことが明らかとなっているが、
UGA4 は GABA、GAP1 はアミノ酸との共輸送で取り込むため、ポリアミンを優先して取り込む蛋
白質は同定されていない。また動物細胞では、複数の輸送系が存在することが示されたものの、未
だポリアミン輸送蛋白質は同定されていない。 
細胞内でのポリアミン濃度は、数 mM オーダーであり、一価イオンを除いた低分子物質としては、
Mg2+、ATP と共に多量に存在する。ポリアミンの細胞内分布は、大腸菌、牛リンパ球及びラット肝
で報告されている【23,24】。大腸菌ではPUTの48%、SPDの90%が、ラット肝ではSPDの78%、 
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SPM の 85%が RNA と結合している (Table. 1-1)。つまり、ポリアミンは両細胞において主として
RNAと結合していると言える。また、SPD及びSPMは遊離の状態で存在することはほとんどなく、
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PUTのみが大腸菌において約 40%が遊離状態で存在していた。RNAに対するポリアミン結合量
をヌクレオチドあたりに換算すると、大腸菌では PUT と SPDがそれぞれ 3.5 と 1.4分子/100 ヌク
レオチド、ラット肝では SPD と SPMがそれぞれ 1.2 と 1.0分子/100ヌクレオチド結合している。従
って、ポリアミンの生理作用は RNA との相互作用によって引き起こされる可能性が示唆される。ポ
リアミンが核酸と結合する場合、2本鎖でGC含量が高いほど優先的に結合する性質を持っている
【25,26】。そのため、ポリアミンの核酸への相互作用に関して塩基特異性が存在すると考えられ
る。 
1948年、Herbst、Snellはある種の乳酸菌の生育にPUTとSPDが必須であることを示し、ポリ
アミンが細胞増殖を促進することを報告した。その後、Russell らは癌患者中の尿中にポリアミンが
増加することを報告して以来、ポリアミンと細胞増殖の関連が注目され始めた【27】。ポリアミン生合
成酵素遺伝子が欠損した (ポリアミン要求性)大腸菌【28】、酵母【29】、チャイニーズハムスター卵
巣細胞【30】が分離され、外からポリアミンを添加しない限り細胞増殖速度に顕著な低下が認めら
れるが、これらの細胞において外からポリアミンを添加すると DNA、RNA 合成よりも早く蛋白質合
成が促進され細胞増殖速度が上昇する【31-33】。ポリアミンによる蛋白質合成促進機序として、in 
vitroの系では 30Sリボソームの会合促進と安定化【34-36】、翻訳精度の上昇【37-39】、アミノアシ
ル tRNA 合成促進【40,41】、翻訳開始複合体形成反応の促進、及び終止コドンを介した蛋白質
合成の促進が報告されている。 
 
本研究では、ポリアミンと核酸の相互作用に基づき、ポリアミンによる+1 frameshift 促進機構に
ついて以下の解析を行った。 
 
1. アンチザイムの+1 frameshiftを促進するジアミン類の構造・機能相関の解析 
2. ポリアミンによる大腸菌 RF2の+1 frameshift促進機序の解析 
3. ポリアミンが RF2合成を促進する生理的意義の解析 
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2. アンチザイムの+1 frameshiftを促進するジアミン類の構造・機能相関 
 
アンチザイム (AZ)の合成は、AZ mRNAの ORF第 69番目に位置する終止コドン UGAでの
+1 frameshiftに依存し、高濃度のポリアミンが+1 frameshiftによる合成を促進する (see Fig. 
2-6A)【42】。細胞内ポリアミン量が蓄積すると、ポリアミンにより合成促進をうけた AZ が ODC に結
合することで、ODC の活性を阻害し【43,44】、ATP 依存的、ユビキチン非依存的に 26S プロテア
ソームによる分解を促進する (Fig. 2-1)【43-47】。また、AZ はポリアミンの細胞内への取り込みを
阻害し、排出を促進する【48,49】。このように、アンチザイムはODCの不安定化とポリアミン輸送系
抑制の二つの作用を行うことで細胞内ポリアミン量を減少させるユニークな調節蛋白質である。 
1998年、アグマチンが AZを誘導することで細胞内ポリアミン量を枯渇させ、細胞増殖阻害を引
き起こすことがSatrianoらにより報告されている【50】。ジアミンであるPUTはポリアミンの中で最も
蛋白質合成促進能が低い化合物である。そのため、細胞増殖作用を持たずに効率的に AZ の+1 
frameshift を促進するジアミンを同定できれば、その化合物は抗癌剤として使える可能性が考え
られる。本研究では、どのような構造を持つジアミンが AZの+1 frameshiftを促進することで細胞
増殖を阻害するか、16種のジアミンを用いて検討した。 
 
2-1. 実験方法 
 
ジアミンの調製 
本研究で使用したプトレスシン及びジアミンの構造を Fig.2-2に示す。1,3-プロパンジアミン塩酸
塩 [1]、N-(3-アミノプロピル)-n-プロピルアミン塩酸塩 [2]、N-(3-プロピル)-n-ブチルアミン塩酸塩 
[3]、N-エチルプトレスシン [4]、trans-1,4-ジアミノ-2-ブテン塩酸塩 [5]、cis-1,4-ジアミノ-2-ブテ
ン塩酸塩 [6]、1,4-ジアミノ-2-ブチン塩酸塩 [7]、trans-1,4-シクロヘキサンジアミン塩酸塩 [8]、
cis-1,4-シクロヘキサンジアミン塩酸塩 [9]、及び 4-アミノメチルピペリジン塩酸塩 [10]は城西大学
薬学部の白幡先生により合成、分与していただいた【51】。ヒスタミン塩酸塩 [11], アグマチン硫酸
塩 [12]、 カダベリン (1,5-ペンタンジアミン)塩酸塩 [13]、1,6-ヘキサンジアミン [14]、1,7-へプタ
ンジアミン [15]はWako Chemicalsから購入し、 1,8-オクタンジアミン [16]はAldrichから購入し
た。1,6-ヘキサンジアミン [14]、1,7-へプタンジアミン [15]及び 1,8-オクタンジアミン [16]は購入
した後、塩酸で中和することで調整した。 
 
細胞及び培養条件 
マウス乳癌 FM3A細胞由来の ODC過剰産生株 EXOD-1細胞は、以前当研究室で得られて
いる【52】。EXOD-1細胞は、2 %ウシ胎児血清、100 units/ml ペニシリン G、50 units/ml 硫酸
ストレプトマイシン、50 mg/l ゲンタマイシン及び 20 mM DFMO を含む ES 培地 (Nissui 
Pharamaceutical Co.)で 95 % air/5 % CO2、37℃の条件下、5×104 cells/mlの範囲内で培養、
継代を行なった。細胞増殖に対するジアミンの効果を検討する際は、1 mM アミノグアニジン (ア 
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ミンオキシダーゼ阻害剤)【53】を培地に添加した。 
 
HPLCによる細胞内ポリアミン含量の測定 
プトレスシンまたはジアミン存在下、非存在下で 24 時間培養し、集めた細胞 (6×106 cells)を
0.3 mlの0.2 M 過塩素酸で懸濁し、12000×g、10分間で得られた抽出液をポリアミン及びジアミ
ンの定量に用い、沈殿物は 0.1 N NaOHに溶解した後、Lowry法で蛋白質定量を行なった。得
られた抽出液を溶離液 (0.35 M クエン酸ナトリウム (pH 5.35)、2 M NaCl、20 % メタノール)で
平衡化した TSK gel IEX 215 (4×801 nm)陽イオン交換樹脂カラム (Tosoh) にアプライし、
50℃、0.42 ml/minの条件下で抽出液中のポリアミンを分離した。分離されたポリアミンの定量は、
OPA 溶 液  (0.4 M Borate-KOH (pH 10.4), 0.06% o-phtalaldehyde, 37 mM 
2-mercaptoethanol, 0.1 % Briji-35)を 0.4 ml/minの割合で溶離液と混和し 50 ℃で反応させ、
励起波長 336 nm、蛍光波長 470 nm条件で蛍光強度を測定することにより行なった。 
 
スペルミジン/スペルミン N1-アセチルトランスフェラーゼ活性の測定 
プトレスシンまたはジアミン存在下、非存在下で 24 時間培養し、集めた細胞 (5×107 cells)を
0.8 mlの buffer (10 mM Tris-HCl、pH 7.5、20% glycerol、1 mM dithiothreitol、20 µM 
FUT-175；6-amino-2-naphthil-4-guanidinobenzoate dihydrochloride【54】)に懸濁した。そ
の懸濁液を凍結融解させ、Teflon homogenizerで均質化した後に、12000×g、10分間で得られ
た抽出液を上述の反応液で透析し、SSAT活性をMatsui らの方法【55】に従って測定した。 
 
ウェスタンブロッティング法による ODC及び AZの検出方法 
抗 ODC抗体及び抗 AZ抗体はそれぞれ O. Jänne先生、松藤先生のご好意により分与してい
ただいた【56,57】。蛋白質濃度の定量には Bradford protein assay kit (Bio-Rad)を用いた。ウ
ェスタンブロッティング法による特定蛋白質の検出は Nielsen らの方法【58】に従い、Proto Blot 
Western blot AP system (Promega)を用いて検出を行なった。 
 
ウサギ網状赤血球の無細胞蛋白質合成系 (rabbit reticulocyte lysate; R.R.L.)  
pGEM-AZ及びpGEM-AZ∆T205は松藤先生のご好意により分与していただいた【42】。これら
のプラスミドを EcoRI で処理し、AmpliScribe T7 High Yield transcription kit (Epicentre 
Technologies)を用い、付属のマニュアルに従って Capped mRNAを作製した。R.R.L.の調整は
Ohnishi らの方法に従った。反応液 (0.02 ml)中に 30 mM Hepes-KOH、 pH 7.6、 10 µM 
hemin、1.5 mM magunesium acetate、0.1 mM spermidine、100 mM potassium acetate、
2 mM dithiothreitol、0.5 mM glucose 6-phosphate、1.0 mM ATP、0.4 mM GTP、8 mM 
creatine phosphate、3 µg creatine kinase、0.4 MBq [35S] methionine、1 µM methionine、
30 µM 19 amino acids、Sephadex G-25処理した R.R.L. 10µl (0.85 mg protein)、0.015 A260 
unit のｍRNA を加えたものに、プトレスシンまたはジアミンを 4 mM 添加して反応を行なった。
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33℃、60分間の反応後、5 µlの 20 mM methionine及び 75 µlの D-buffer (10 mM sodium 
phosphate、pH 7.4、100 mM NaCl、1% TritonX-100、及び 0.1% sodium dodecyl sulfate)
を添加した。[35S] methionineでラベルされたAZの合成量は、Philipsonらの方法【59】に従って、
抗 AZ 抗体を用いた免疫沈降法により定量した。AZ の定量は、Fuji Bas 2000II imaging 
analyzerを用いた。 
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2-2. 結果 
 
1) 細胞増殖に対するジアミン類の効果 
アグマチンは AZの+1 frameshiftによる合成を促進し、細胞内ポリアミン量を枯渇させ
ることで細胞増殖阻害を起こすことが報告されている。アグマチンを含めた 16 種のジアミ
ンのうち、どのような構造を有する化合物が細胞増殖阻害を引き起こすか、ODC 過剰産生株
EXOD-1 細胞を用いて検討した。その結果、アグマチン及び 1,6-ヘキサンジアミンに細胞増殖阻
害効果が認められた (Fig. 2-3)。アグマチンが 16種のジアミンの中で最も強い阻害効果を有して
いた。他の 14種のジアミンでは、阻害効果は認められなかった。 
 
2) アグマチン及び 1,6-ヘキサンジアミンによる細胞増殖阻害機構 
16 種のジアミンを添加して 24 時間培養後の細胞内ポリアミン量及びジアミン量を HPLC で測
定した。その結果、アグマチン及び 1,6-ヘキサンジアミンを添加した細胞では、細胞内プトレスシン、
スペルミジン、スペルミン量が他のジアミンを添加した細胞に比べて減少していた (Table 2-1)。細
胞内ジアミン量を調べたところ、アグマチンは PUT とほぼ同量に細胞内に取り込まれていた。また、
1,6-ヘキサンジアミンは PUTに比べて細胞内に多く取り込まれていた。細胞増殖阻害効果が認め
られなかった他の 14種のジアミンでは、7種が細胞内にPUTとほぼ同量取り込まれ、7種がPUT
に比べてほとんど取り込まれていなかった。 
次に、24時間培養後の細胞内AZ量及びODC量をウェスタンブロッティング法を用いて検討し
た。その結果、アグマチン及び 1,6-ヘキサンジアミンを添加した細胞では、ジアミン無添加の細胞
に比べて AZの発現量が増加し、ODCの発現量は減少した (Fig. 2-4)。他のジアミン添加した細
胞では、AZ及び ODCの発現量にほとんど変化は認められなかった。 
アグマチンは AZ の他にスペルミジン/スペルミン N1-アセチルトランスフェラーゼ (SSAT)を誘
導することが知られている【60,61】。アグマチン及び 1,6-ヘキサンジアミンを添加した細胞では、ジ
アミン無添加の細胞に比べて、細胞内スペルミジン及びスペルミン量が減少していたため、24 時
間培養後のSSAT活性を測定した。その結果、アグマチン及び1,6-ヘキサンジアミンを添加した細
胞で SSATの誘導が認められ、アグマチンが最も強く SSATを誘導した (Table 2-2)。これらの結
果より、アグマチン及び 1,6-ヘキサンジアミンは、AZと SSATを両方誘導することで、細胞内ポリア
ミン量を枯渇させ、細胞増殖阻害を引き起こすことが明らかとなった。 
MCT (mouse kidney proximal tuble)細胞を用いた Satrianoらの報告では、1 mMのアグマ
チンを添加すると 2時間以内に ODC活性及びプトレスシン取りこみ活性がそれぞれ、90%、85%
阻害されている【50】。しかしながら、Fig. 2-3の結果では、EXOD-1細胞に 0.25 mMのアグマチ
ンを添加すると 24 時間後に細胞増殖阻害が起き始める。そこで、AZ の誘導と ODC 発現量の減
少が細胞増殖阻害効果と相関するか、アグマチン添加後の細胞内AZ量、及びODC発現量の経
時変化をウェスタンブロッティング法を用いて調べた。その結果、細胞内AZ量はアグマチンを添加
してから 10時間後に増加し、24時間後にはさらに強く増加した (Fig. 2-5A)。ODCの発現量は、 
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10 時間培養後にアグマチン無添加の細胞に比べてやや減少が認められ、24 時間後では顕著に
減少が認められた (Fig. 2-5B)。これらの結果より、細胞増殖阻害効果は、細胞内 AZ量の増加、
及び ODCの発現量の減少と相関することが明らかとなった。 
 
3) 無細胞蛋白質合成系での+1 frameshiftに対するジアミンの効果 
AZの合成は、AZ mRNAの ORF第 69番目に位置する終止コドン UGAでの+1 frameshift
に依存し、高濃度のポリアミンがその+1 frameshiftを促進する【42】。どのような構造を持つジアミ
ンが AZ の+1 frameshift を促進するか、ウサギ網状赤血球溶血液の無細胞蛋白質合成系で検
討した。AZ mRNAには、開始コドン AUGが 2つあるため、29 kDa と 24.5 kDaの二つの AZが
合成される (Fig. 2-6A)。AZ 合成量は、両方の生成物の和で見積もった。AZ mRNA では、AZ
の合成に+1 frameshiftを要する (Fig. 2-6C)。+1 frameshiftが起きる終止コドンUGAのU塩
基を除いた AZΔT205 mRNAでは、+1 frameshift無しに完全長の AZを合成することができる 
(Fig.2-6B)。PUTによる蛋白質合成促進能を 1 とし、ジアミンによる蛋白質合成能をその比で示し
た。+1 frameshiftの効率は、AZ mRNAから合成された AZ量 (Fig. 2-6C)/AZΔT205 mRNA
から合成された AZ 量  (Fig. 2-6B)で計算した  (Fig. 2-6D)。4 mM ジアミン存在下、+1 
frameshift の効率に対するジアミンの効果を検討した。その結果、1,3-プロパンジアミン、cis-1,4-
シクロヘキサンジアミン及びアグマチンがPUTに比べて+1 frameshiftを促進した。しかしながら、
細胞増殖阻害を起こす 1,6-ヘキサンジアミンでは、促進効果が認められなかった (Fig. 2-6D)。細
胞内ジアミン量を調べた結果、1,6-ヘキサンジアミンはアグマチンに比べて約 1.6倍蓄積しており、
細胞内蓄積量は 16種のジアミン中最も高かった (Table. 2-1)。そこで、+1 framehsiftに対する
高濃度の1,6-ヘキサンジアミンの効果を検討した。その結果、12 mMの1,6-ヘキサンジアミンを添
加すると、+1 frameshift促進効果が認められた (Fig. 2-5D)。従って、1,6-ヘキサンジアミンはプ
トレスシンと同様に効率よく細胞内に取り込まれ、AZ mRNAの+1 frameshiftを引き起こすことが
示唆された。一方、1,3-プロパンジアミン及び cis-1,4-シクロヘキサンジアミンはプトレスシンに比べ
て細胞内の蓄積量が少なかった (Table 2-1)。そのため、2 種のジアミンは細胞内に取り込まれな
いため、細胞増殖阻害が認められないことが示唆された。 
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2-3. 考察 
 
AZの+1 framesiftを促進するジアミンの構造を明らかにすべく、16種のジアミンを用いて解析
した。AZ を誘導することで、細胞内ポリアミン量が枯渇し、細胞増殖阻害が起きるジアミンとして、
アグマチンの他、1,6-ヘキサンジアミンを同定した (Fig. 2-3)。また細胞には取り込まれないために
細胞増殖阻害効果は認められなかったが、1,3-プロパンジアミン [1]、cis-1,4-シクロヘキサン
ジアミン [9]も+1 frameshift促進能を持つことが無細胞蛋白質合成系で明らかとなった (Fig. 
2-6D)。ジアミン 4 mM存在下、AZの合成に frameshiftを要する AZ (WT)mRNAの蛋白質合
成では、1,3-プロパンジアミン [1]、cis-1,4-シクロヘキサンジアミン [9]がプトレスシンより蛋白質合
成能が高かった (Fig. 2-6B)。ジアミン 4 mM存在下、AZ の合成に frameshift を必要としない
AZΔT205 mRNAを用いた蛋白質合成では、アグマチンを除く 15種全てがプトレスシンよりも蛋
白質合成能が高かった (Fig. 2-6C)。この結果より、AZの+1 frameshiftを促進するジアミンの
構造は、蛋白質合成を促進する構造よりも限定されていることが考えられる。アグマチンが
プトレスシンよりも蛋白質合成能が低いことは、グロビン mRNA を用いた蛋白質合成で確認した 
(データ未掲載)。また、ポリアミン要求性大腸菌 MA261 にアグマチンを添加した場合、プトレスシ
ンを添加した時と比べて細胞増殖促進能は低かった (データ未掲載)。すなわち、16 種のジアミン
の中でアグマチンは蛋白質合成を促進せず、効率的に AZ の+1 frameshift を促進することで、
細胞増殖阻害を起こす最適な構造であることがわかる。また 1,6-ヘキサンジアミンは、12 mM と高
濃度の時に AZの+1 framesift促進能を有していた (Fig. 2-6D)。従って、1,6-ヘキサンジアミン
は細胞内に高濃度蓄積することでAZの+1 frameshiftを促進し、細胞増殖阻害を引き起こしてい
たことが示唆された。また、アグマチン及び 1,6-ヘキサンジアミンによる細胞増殖阻害は、AZ と
SSAT 誘導の他、蛋白質合成阻害も関与している可能性がある。ジアミン添加後、24 時間培養し
た時の細胞内ジアミン濃度を、蛋白質 1 mg を細胞液 5µl として換算すると【62】、アグマチンは
11.0 mM、1,6-ヘキサンジアミンでは、17.5 mMと高濃度になり、この濃度では通常の蛋白質合成
は起きない (Fig. 2-6B)。 
+1 frameshiftを促進するジアミンとして、アグマチンと 1,6-ヘキサンジアミンは、アミン間に 6 メ
チル (又はアミノ)基を、1,3-プロパンジアミン、cis-1,4-シクロヘキサンジアミンはアミン間に
4 メチル基をもつ。MOPAC (AM1)による解析では、アグマチン及び 1,6-ヘキサンジアミンは
bent formのほうが linear formよりも安定であり、アミン間の距離がプトレスシンとほぼ同等になる
ことが明らかとなった (Fig. 2-7)。以上の結果より、ジアミンがAZの+1 frameshiftを促進するため
には、アミン間の距離が重要であることが示唆された。 
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3. ポリアミンによる大腸菌 RF2の+1 frameshift促進機序 
 
ポリアミン生合成酵素を欠損した大腸菌にポリアミンを添加すると、DNA、RNA合成よりも早く蛋
白質合成が促進されて細胞増殖速度が約3～5倍上昇する【31】。ポリアミンにより翻訳レベルで合
成が促進される遺伝子群 (ポリアミンモジュロン)として、オリゴペプチド結合蛋白質 OppA、アデニ
ル酸シクラーゼCya、RNAポリメラーゼσ38サブユニット、鉄輸送オペロンの転写因子FecI、rRNA
及び tRNAの転写因子 Fisが同定されている【63-66】。OppA、FecI及び Fis mRNAは、いず
れも開始コドンと Shine-Dalgarno配列の距離が通常のmRNAに比べて長い特徴をもち、ポリア
ミンはmRNAの構造を変化させることで翻訳開始複合体形成反応を容易にし、合成を促進させる
(Fig. 3-1)。Cya mRNAは開始コドンがAUGではなくUUGであり、ポリアミンが翻訳開始複合体
形成反応を円滑にすることで合成が促進される。σ38の合成は、σ38 mRNA の ORF 中に終止コド
ン UAG が存在し、ポリアミンが終止コドンをグルタミンと読み替える、すなわち readthrough を促
進することで合成が促進される。  
大腸菌において、終止コドンを介した特殊な翻訳で合成される蛋白質として RF2 が知られてい
る。RF2 は終止コドン UGA、UAA を認識して翻訳を終結させる蛋白質であり、その合成は、RF2 
mRNA中の ORF第 26番目に位置する終止コドン UGAでの+1 frameshiftに依存する (Fig. 
3-2A)【67,68】。本研究では、RF2の+1 frameshiftに対するポリアミンの効果をポリアミン要求性
大腸菌を用いて検討した。 
 
3-1. 実験方法 
 
大腸菌及び培養条件 
ポリアミン要求性大腸菌 DR112 (speA speB thi)【69】及びMA261 (speB speC serA thr leu 
thi)【70】は、それぞれ ワシントン大学の D. R. Morris先生及びニューヨーク大学のW. K. Maas
先生のご好意により分与していただいた。大腸菌 DR112は、培地 A (組成 1Lあたり；glucose 4 g、
Na2HPO4 6 g、KH2PO4 3 g、NaCl 500 mg、NH4Cl 1 g、MgSO4·7H2O 250 mg、CaCl2 13 
mg、thiamine 2 mg、alanine 100 mg、asparagine 100 mg、aspartic acid 100 mg、
glutamic acid 100 mg、glycine 100 mg、methionine 100 mg、proline 100 mg、serine 100 
mg、threonine 100 mg、cysteine 50 mg、histidine 50 mg、isoleucine 50 mg、leucine 50 
mg、phenylalanine 50 mg、tyrosine 50 mg、valine 50 mg、tryptophan 5 mg、arginine 1g)
にプトレスシンを必要に応じて 100 µg/ｍL加え 37℃で培養した。大腸菌MA261は、培地 B (組
成1Lあたり；glucose 4 g、K2HPO4 7 g、KH2PO4 3 g、sodium citrate 500 mg、(NH4)2SO4 1 g、
MgSO4·7H2O 100 mg、thiamine 2 mg、biotin 10 mg、leucine 100 mg、threonine 100 mg、
methionine 100 mg、serine 100 mg、glycine 100 mg、ornithine 100 mg)にプトレスシンを必
要に応じて 100 µg/ml加え 37℃で培養した。細胞を[35S]メチオニンでラベルする時は、培地 Bの
メチオニンを最終濃度 3 µg/mlに減らした。細胞濁度は吸光度 540 nmの波長で測定した。 
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DNAプラスミドの作製 
pMAL-c2は、マルトース結合蛋白質 (MBP)をコードする遺伝子の下流に外来遺伝子を融合さ
せ、IPTG 存在下で融合遺伝子を発現するプラスミドである【71】。この pMAL-c2 は、国立遺伝学
研究所の安田先生のご好意により分与していただいた。大腸菌W3110のクロモソームDNAの調
製は Ausbeｌらの方法に従った。本研究で使用したプライマーの塩基配列を Table. 2-1 に示す。
malE-prfB 融合遺伝子及び malE-dnaX 融合遺伝子を作製するため、大腸菌のクロモソーム
DNA を鋳型とし、プライマーは P1 と P2、P3 と P4 を用いて PCR を行なった。増幅させた prfB
遺伝子 (a 6 nucleotides 5'-upstream region and a 162 nucleotides open reading frame) 
及び dnaX 遺伝子 (nucleotides 1204-1371; nucleotide 1 is defined as the A in the 
initiation codon ATG)は、EcoRI及び SalI処理し、pMAL-c2の同じサイトに挿入したプラスミド
をそれぞれ、pMAL-RF2 及び pMAL-DnaX とした。次に malE-prfB 融合遺伝子及び
malE-dnaX 融合遺伝子を IPTG 非存在下で発現させるため、pMAL-RF2 及び pMAL-DnaX
を鋳型とし、プライマーは P5と P6を用いて PCRを行なった。約 1.6 kbの PCR産物は、BamHI
で処理後、pUC119 (Takara Shuzo Co., Japan)の同じサイトに挿入し、malE-prfB 及び
malE-dnaX 融合遺伝子が、lacUV5 プロモーターの制御下にあるプラスミドを pUC-malE-RF2
及 び pUC-malE-danX と し た 。 pUC-malE-RF2 (UAG) 、 pUC-malE-RF2 (UAA) 、
pUC-malE-RF2 (UGG)、pUC-malE-RF2 (SD+)及び pUC-malE-RF2 (SD-)は、それぞれ
overlap extension PCR 法を用いて作製した【72】。pUC-malE-RF2 (UAG)を作製するため、
pMAL-RF2 を鋳型とし、プライマーは P5 と P7、 P8 と P6 を用いて 1回目の PCR を行なった。
未反応のプライマーを除去した PCR産物を鋳型 DNA とし、プライマーは P5 と P6を用いて 2回
目の PCR を行なった。この PCR 産物を BamHI で処理し、pUC119 の同じサイトに挿入した。
pUC-malE-RF2 (UAA) 、 pUC-malE-RF2 (UGG) 、 pUC-malE-RF2 (SD+) 及 び
pUC-malE-RF2 (SD-)は、プライマーとしてそれぞれ P9と P10、P11と P12、P13と P14、P15と
P16 を用いて 1 回目の PCR を行ない、2 回目の PCR は P5 と P6 のプライマーを用いて
pUC-malE-RF2 (UAG)と同様に作製した。 
pBS-RF2 を作製するため、大腸菌クロモソーム DNA を鋳型とし、プライマーは P17 と P18 を
用いて PCR を行なった。約 1.1 kb の PCR 産物を BamHI 処理後、pBluescript II SK+ 
(TOYOBO, Japan)の同じサイトに挿入し、prfB遺伝子が T7プロモーターの制御下にあるものを
pBS-RF2 とした。pBS-malE-RF2 (UGA)、pBS-malE-RF2 (SD-)及び pBS-malE-DnaXを作
製するため、鋳型DNAをそれぞれ pMAL-RF2、pUC-malE-RF2 (SD-)及び pMAL-DnaX とし、
プライマーは P5 と P6を用いて PCRを行なった。約 1.6 kbの PCR産物を BamHIで処理後、
pBluescript II SK+ (TOYOBO, Japan)の同じサイトに挿入し、malE-prfB及びmalE-dnaX融
合遺伝子が T7 プロモーター制御下にあるものを pBS-malE-RF2 (UGA)、pBS-malE-RF2 
(SD-)及び pBS-malE-DnaX とした。作製した全てのプラスミドの塩基配列は、Gene Rapid 
System (Amersham Pharmacia Biotech)を用いて確認した。 
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Table 2-1. Primers used in this study 
Primer   Sequence 
P1      5'-CAGACCATGTTTGAATTCAATCCGGTA-3'  
P2      5'-TGTGCGCGTTCGTCGACGTTCCAGACATCC-3' 
P3      5'-ACTGTACCGCTCCCGGAATTCACCAGC-3' 
P4      5’-AACGCGATCGTCGACCGAAGCCAGTCTTTC-3’ 
P5      5’-TCAGGATCCCTTCACCAACAA-3’ 
P6      5'-CTGGATCCGGCTGAAAATC-3' 
P7      5'-TTGGCGTCGTAGCTAAAGATACCCCCT-3' 
         (underlined base for TGA substitution with TAG) 
P8      5'-GGGTATCTTTAGCTACGACGCCAAGAA-3'  
         (underlined base for TGA substitution with TAG) 
P9      5’-TTGGCGTCGTAGTTAAAGATACCCCCT-3’  
         (underlined base for TGA substitution with TAA) 
P10     5’-GGGTATCTTTAACTACGACGCCAAGAA-3’  
         (underlined base for TGA substitution with TAA) 
P11     5’-TTGGCGTCGTAGCCAAAGATACCCCCT-3’  
         (underlined base for TGA substitution with TGG) 
P12     5’-GGGTATCTTTGGCTACGACGCCAAGAA-3’ 
         (underlined base for TGA substitution with TGG) 
P13     5’-TCGTAGTCAAAGATACCTCCTAAGAACGTC-3’  
         (underlined base for AGGGGG substitution with AGGAGG) 
P14     5’-GACGTTCTTAGGAGGTATCTTTGACTACGA-3’ 
         (underlined base for AGGGGG substitution with AGGAGG) 
P15     5’-TCGTAGTCAAAGATACTCCCTAAGAACGTC-3’ 
         (underlined base for AGGGGG substitution with AGGGAG) 
P16     5’-GACGTTCTTAGGGAGTATCTTTGACTACGA-3’ 
         (underlined base for AGGGGG substitution with AGGGAG) 
P17     5'-TCACCGCATGGATCCTAGCTCAATAAAAGA-3' 
P18     5'-TGCGTGGGATCCAGACATGTTGGTTCCTCA-3' 
P19     5’-GAACACCATGCTTTCGAACAGCTCGATGAA-3’ 
P20     5’-CACGTATTGCCATCAGTGCTTCATAAT-3’ 
         (underlined base for TAA substitution with TGA) 
P21     5’-ATGAAGCACTGATGGCAATACGTGGGG -3’ 
         (underlined base for TAA substitution with TGA) 
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ウェスタンブロッティング法による RF2及びMBP融合蛋白質の検出方法 
抗 RF2 抗体は、東京大学の中村先生のご好意により分与していただいた【73】。抗 MBP 抗体
は、New England BioLabs より購入した。蛋白質濃度の定量には Bradford protein assay kit 
(Bio-Rad)を用いた。ウェスタンブロッティング法による特定蛋白質の検出は Nielsen らの方法
【58】に従い、ECL™ Western blotting reagents (Amersham Biosciences)を用いて検出を行
なった。検出したバンドの定量は、LAS-1000 plus luminescent image analyzer (Fuji Film, 
Japan)を用いて行なった。 
 
ドットブロッティング法による特定mRNAの検出方法 
大腸菌 MA261 及び DR112 は、プトレスシン存在下、非存在下で A540=0.05 から A540=0.15
まで培養した。大腸菌からの全 RNA抽出は、Emory らの方法【74】に従った。ドットブロッティング
法は、全 RNA20 µgを使い、プローブの 32P-ラベルの方法は BcaBEST labeling kit (TaKaRa)
を用いて、Igarashi らの方法に従った【63】。RF2 mRNAの検出に用いたプローブは、それぞれ
P17 と P18による PCR産物を使用した。 
 
大腸菌無細胞蛋白質合成系 
精製した RF2 蛋白質は、東京大学の中村先生のご好意により分与していただいた【73】。In 
vitro転写/翻訳反応は【75】、E. coli T7 S30 Extract System for Circular DNA (Promega)を
用い、付属のマニュアルを少し修正して行なった。反応液 (0.01 ml; pBluescript II SK+に遺伝
子を挿入したプラスミド DNA 0.4 µg、[35S]methionine 120 kBq、0.1 mM 19 amino acids 
without methionine、T7 S30 Extract 3 µl、attached reaction mixture 4 µl)に酢酸マグネシ
ウム及びスペルミジンを指定した濃度で加えた。この反応液中 (0.01 ml)に含まれていたマグネシ
ウムとスペルミジンの濃度は、それぞれ 9 mM 及び 0 mM であった。スペルミジンによる+1 
frameshift促進に対するRF2蛋白質と抗生物質の効果を検討する時は、図に記した濃度のRF2
及び抗生物質を添加した。37#、60分間反応させた後、ice cold 5% trichloroacetic acid処理を
行い、その沈殿物を 25 µlの SDS-PAGE sample bufferに溶解させた。サンプル 20 µlを 7.5 % 
SDS-PAGEに用い、フルオログラフィーはLaskeyとMillsらの方法【76】に従った。合成させた特
定蛋白質の定量は、Fuji Bas 2000II imaging analyzerを用いた。 
 
[14C]スペルミジンと架橋したリボソーム蛋白質の同定 
0.5 M NH4Cl 洗浄リボソーム及び 30 S リボソームの調製は、それぞれ Igarashi 及び
Watanabeらの方法に従った【77,78】。反応液 (0.1 ml; 20 mM Tris-HCl、pH 7.5)、10 mM 酢
酸マグネシウム、100 mM NH4Cl、30S ribosomal subunits 180 µg、 1 mM [14C]spermidine 
(148 kBq)）に抗生物質を指定した濃度で添加した。30℃、30 min 反応後、等量の架橋試薬 
(0.1 ml; 66 mM sodium borate、10 mM 酢酸マグネシウム、100 mM NH4Cl、45 mM 
dimethyl suberimidate)を加えた。反応液の pHは 8.2であった。30℃、30分間反応させた後、
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リボソーム蛋白質を 66% 酢酸及び 30 mM 酢酸マグネシウム処理し、15000 rpm、10分間遠心
した【36】。その上澄み液を 5倍量のアセトンで処理し、遠心した後の沈殿物をリボソーム蛋白質分
画とした。この分画を 6 M尿素/50 mM 2-メルカプトエタノールに溶解させ、二次元電気泳動に用
いた。Kaltschmidtらの方法に従い【79】、一次元目は酸性の系で、二次元目はSDS存在下で行
なった。各リボソーム蛋白質の同定は、KalshmidtとWittmannの方法に従った【79】。リボソーム
蛋白質に結合したスペルミジンの定量は、Fuji Bas 2000II imaging analyzerを用いた。 
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3-2. 結果 
 
1) RF2合成に対するポリアミンの効果 
ポリアミン要求性大腸菌MA261及び DR112は、それぞれ異なるプトレスシン生合成酵素欠損
株である。MA261 は、オルニチン脱炭酸酵素とアグマチンウレオヒドロラーゼの遺伝子が【70】、
DR112 はアルギニン脱炭酸酵素とアグマチンウレオヒドロラーゼの遺伝子が欠損しており【69】、
100 µg/ml プトレスシンを添加することで、細胞内プトレスシン量、及びスペルミジン量が増加し、
細胞増殖速度が速くなる。RF2の合成は、RF2 mRNAの ORF第 26番目の終止コドンUGAで
の+1 frameshift に依存する。RF2 は終止コドン UGA 及び UAA を認識して翻訳を終結させる
蛋白質であるため、RF2合成に必須な+1 frameshiftは RF2自身による翻訳終結と拮抗関係に
ある。MA261及び DR112にプトレスシンを添加した際の RF2発現量の変化を抗 RF2抗体を用
いたウェスタンブロティング法で解析した。その結果、ポリアミンによる RF2 発現量の増加は、細胞
内 RF2量が少ない OD540=0.1、0.15の時に約 1.7倍の促進効果が認められた (Fig. 3-2B)。し
かしながら細胞内 RF2 量が多い OD540=0.2 の時では、ポリアミンによる RF2 量の促進効果は減
少した。次に、ポリアミン添加による RF2 mRNAの発現量の変化を、ドットブロッティング法を用い
て検討した (Fig. 3-2C)。その結果、ポリアミンによる mRNA量の変化にほとんど差は認められな
かった。従って、ポリアミンは細胞増殖初期に RF2 合成を翻訳レベルで促進することが明らかとな
った。コントロールとして、抗σ70抗体を用いたウェスタンブロッティング法を行った (Fig. 3-2D)。そ
の結果、ポリアミンによるσ70の発現量の変化に差は認められなかった。 
 
2) RF2の+1 frameshiftに対するポリアミンの効果 
+1 frameshift に対するポリアミンの効果を、translational termination/frameshift assay 
system (malE レポーターシステム)を用いて検討した【80】。この malE レポーターシステムは、
malE遺伝子の下流に RF2遺伝子の framehsift siteを融合させることで、framehsift siteで起
きる frameshift、readthrough、翻訳終結の生成物をそれぞれ55 kDa、50 kDa、45 kDaと分子
量の差で分離することができる (Fig. 3-3A)。+1 frameshiftの効率は、+1 frameshift/全体の生
成物量×100 で計算した。この malE レポーターシステムを挿入したプラスミド、pUC-malE-RF2 
(UGA)を大腸菌MA261及びDR112に形質挿入し、+1 frameshiftに対するポリアミンの効果を
ウェスタンブロッティング法で検討した (Fig. 3-3B)。その結果、MA261及び DR112共にポリアミ
ンにより約 2倍の促進効果が認められた。この結果より、大腸菌 RF2の+1 frameshiftに対して、
ポリアミンは促進効果を示すことが明らかとなった。 
 
3) ポリアミンによる+1 framehsift促進に対する終止コドン、及び Shine-Dalgarno (SD) like配
列の効果 
ポリアミンによる+1 frameshift促進機序を以下の実験で解析した。終止コドンUGAを終止コド
ン UAG、終止コドン UAA、そしてトリプトファンコドン UGGに置換した。終止コドン UAGは翻訳 
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終結因子 1 (RF1)により、終止コドンUAAはRF1及びRF2により認識されて翻訳が終結される。
トリプトファンコドン UGG に置換した場合、翻訳終結産物は生成されず、frameshift 及び
readthroughによる生成物のみが合成される (Fig. 3-4A)。ポリアミンによる+1 framehsift促進
に対する終止コドンの効果をDR112を用いて検討した (Fig. 3-4B)。その結果、どのコドンに置換
してもポリアミンによる促進効果が認められたことから、翻訳終結反応は、ポリアミン促進に関与しな
いことが明らかとなった。 
次に、ポリアミンの+1 framehsift促進に対する SD like配列の効果をmalEレポーターシステ
ムを用いて検討した。SD 配列はプリン塩基に富んだ配列であり、30S リボソームの 16S rRNA と
塩基対を形成することで、30S リボソームが開始コドンを認識する際に必要な配列である。RF2 
mRNA の SD-like 配列は frameshift が起きる終止コドン UGA より 6 塩基上流に位置する。こ
の配列は、翻訳伸長過程にあるリボソームの 16S rRNAと結合し、リボソームの翻訳伸張速度を遅
くすることで、+1 frameshift を引き起こすと考えられている (Fig. 3-4C)【81】。そこで、RF2 
mRNAの SD-like配列 AGGGGG を 16 rRNA と完全に塩基対を形成する AGGAGG (SD+)
に、及び塩基対形成を弱めた AGGGAG (SD-)に置換して、+1 framehsiftに対するポリアミンの
効果を検討した (Fig. 3-4C)。その結果、16 rRNA と完全に塩基対を形成する SD+では、+1 
frameshiftの効率及びポリアミンによる促進効果に影響しなかった (Fig. 3-4D)。また、16 rRNA
との塩基対形成を弱めた SD-では、+1 framehsiftがほとんど起きなかったため、ポリアミンの促進
効果が検討できなかった。 
 
4) 大腸菌無細胞蛋白質合成系を用いた in vitro蛋白質合成 
DNA依存 in vitro蛋白質合成【75】を用いてRF2の+1 frameshift促進機序を詳細に解析し
た。まず始めに、RF2 合成に対するスペルミジンの効果を検討した。その結果、RF2 の合成は、ス
ペルミジン濃度依存的に促進効果が認められ、1.5 mMの時に、約 1.8倍の促進効果が認められ
た (Fig. 3-5A)。スペルミジンによる+1 frameshift促進は、malE レポーターシステムでも同様に
認められた (Fig. 3-5B)。また、Mg2+では促進効果は認められなかった (Fig. 3-5C)。次に、ポリ
アミンによる+1 frameshift促進に対する RF2蛋白質の効果を検討した。その結果、RF2蛋白質
を添加するにつれて、ポリアミンによるRF2合成促進及び+1 frameshift促進が阻害された (Fig. 
3-5D, E)。この条件下で、16S rRNA との塩基対形成を弱めた SD-遺伝子を用いて、+1 
framehsift に対するスペルミジンの効果を検討した (Fig. 3-5F)。その結果、frameshift の効率
は、スペルミジン無添加時 20%から 3%に低下したが、スペルミジン濃度依存的に促進効果が認め
られた。真核細胞においては、AZ が+1 frameshift により合成されるが、AZ mRNA の
frameshift siteには、SD like配列は存在しない。そこで、AZの framehsift siteをmalE遺伝
子の下流に融合させたmalE-AZ融合遺伝子を構築し、AZの+1 frameshiftに対するスペルミジ
ンの効果を検討した。その結果、AZ mRNAの+1 frameshiftの効率は約 1%と低かったが、スペ
ルミジンによる促進効果が認められた (データ未掲載)。以上の結果より、+1 frameshiftに対する
ポリアミンの作用部位は、mRNA上ではなくリボソームであることが示唆された。そこで、大腸菌無 
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細胞蛋白質合成系を用い、種々の抗生物質存在下+1 frameshiftに対するポリアミンの効果を検
討した (Figs. 3-6, and 3-7)。その結果、30S リボソーム亜粒子上の A-siteに結合するストレプト
マイシン、ネオマイシン、テトラサイクリン、スペクチノマイシン存在下では、スペルミジンによる促進
効果が減弱した (Fig. 3-6)。しかしながら、スペルミジンによる促進効果は、P及び E-siteに結合
するパクタマイシン、エデイン存在下では影響を受けなかった(Fig. 3-7)。16S rRNAへの結合部
位は、Fig. 3-6E及び Fig. 3-7Cに示した【82-85】。以上の結果より、ポリアミンは 30S リボソーム
亜流子上の A-siteに結合することで+1 frameshiftを促進することが示唆された。 
 
5) +1 frameshiftを促進するポリアミンの結合部位の同定 
スペルミジンの 30S リボソームへの結合は、[14C]スペルミジンのリボソーム蛋白質への二価性架
橋剤 (dimethyl suberimidate)による共有結合により、測定することができる【36】。30S リボソー
ムでのリボソーム蛋白質の相対的な位置を Fig. 3-７ Eに示した【86,87】。1 mM [14C]スペルミジ
ンと架橋したリボソーム蛋白質は、S2、S3、S4、S7、S9、S13、S12、S20 であり、スペクチノマイシ
ン添加により、S4蛋白質との架橋反応が阻害された (Fig. 3-8)。従って、S4蛋白質に近傍に結合
したポリアミンが A-siteの構造を変化させ、+1 frameshiftを促進することが明らかとなった。 
 
6) DnaXの-1 frameshisftに対するポリアミンの効果 
大腸菌では、-1 frameshiftで合成される蛋白質として、DNAポリメラーゼⅢγサブユニットが知
られている【88】。γサブユニットは、τサブユニットと共に DnaX mRNAにコードされており、449番
目の希少コドンAAGでの-1 frameshiftで合成される蛋白質がγ、そのまま通常の翻訳で合成され
る蛋白質がτである (Fig. 3-9A)。DnaX遺伝子の-1 frameshift siteをmalE遺伝子の下流に融
合させた pUC-malE-DnaX を作製し、このプラスミドをMA261及び DR112に形質導入すること
で、-1 frameshiftに対するポリアミンの効果を検討した (Fig. 3-9B)。その結果、ポリアミン非存在
下でも-1 frameshiftの効率は 80%であり、ポリアミンによる影響は認められなかった (Fig. 3-9C)。
また DNA依存 in vitro蛋白質合成系でも、-1 frameshiftの効率は 60%と高く、ポリアミンによる
-1 frameshiftの効果は認められなかった (Fig. 3-9D)。 
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3-3 考察 
 
翻訳伸長過程において、リボソームは非常に正確にmRNAのコドンと対応するｔRNAのアンチ
コドンを対応させていく。翻訳伸長過程では多様な翻訳因子が関わっているにも関わらず、大腸菌
におけるリボソームの誤訳率は 5×10-4/コドンであり、転写の誤訳率 (10-4/塩基)と同等の正確さを
誇る。この翻訳の誤りは、全ての部位に一様に発生するのではなく、その頻度はコドンの種類や周
囲の塩基配列によって大きく異なる。ある特定 mRNA では、翻訳機構がもつ柔軟性を利用して、
通常は誤りであるような非標準的な翻訳を特定の部位に引き起こすことで遺伝子発現を行なうもの
があり、その機構はリコーディング (reprogrammed genetic decoding)と呼ばれている【89】。現
在までに知られているリコーディングは、翻訳中の読み枠の変更 (+1/-1 frameshift)、コード領域
の読み飛ばし (hopping)、終止コドンのアミノ酸への読み替え (readthrough)の 3 種類に分類さ
れる【89,90】。通常 3種のリコーディングは、ウイルスの翻訳に多用されている。 
AZ 遺伝子は、ヒトから酵母に至るまで広く保存されており、遺伝子発現には翻訳過程における
+1 frameshift を必要とし、この+1 frameshift はポリアミンにより促進をうける【42,91,92】。AZ 
mRNAには、＋1 frameshiftを起こすために必要なシスエレメントとして、pseudoknot構造が知
られている【42】。しかしながら、これら mRNA 上のシスエレメントにおいて種間での保存性は低い
【92,93】。 
ポリアミン要求性大腸菌MA261及び DR112を用い、RF2の+1 frameshiftに対するポリアミ
ンの効果を検討した。その結果、大腸菌 RF2の+1 frameshiftに対してポリアミン促進効果を示し
た (Fig. 3-3)。ポリアミンの作用部位は、+1 frameshiftの効率を決定するmRNA上のシスエレメ
ントではなく、30S リボソーム亜粒子上の A-siteであった。ポリアミンの作用部位は mRNAではな
いことを以下の解析で判断した。終止コドン及び SD like配列を置換した場合でもポリアミンによる
促進効果が認められた(Figs, 3-4 and 3-5)。16S rRNAの anti-SD配列は 30S リボソームの P
及び E-site 近傍に存在するが、その部位に結合するパクタマイシンやエデインではスペルミジン
による促進効果に影響を与えなかった(Fig. 3-7)。また大腸菌無細胞蛋白質合成系において、SD 
like配列をもたない AZ mRNAの+1 frameshiftに対してスペルミジンが促進効果を示した (デ
ータ未掲載)。 
大腸菌無細胞蛋白質合成系では、30SリボソームのA-siteに結合するアミノグリコシド系抗生物
質により、ポリアミンによる+1 frameshiftの促進効果が減弱した。また、RF2は A-siteに結合して
翻訳を終結させるが、RF2添加によりポリアミンによる+1 frameshiftの促進効果が減弱した (Fig. 
3-5)。[14C]スペルミジンは 30S リボソームのA-siteにあるリボソーム蛋白質と強く架橋し、その位置
はアミノグリコシド系抗生物質の結合部位と近接していた。ポリアミンによる+1 frameshift の促進
を阻害するスペクチノマイシンを添加すると、A-siteに位置するS4蛋白質と[14C]スペルミジンの架
橋反応が阻害された (Fig. 3-8)。以上の結果は、ポリアミンはA-siteのS4蛋白質近傍に結合する
ことで、デコーディング部位の構造を変え、+1 frameshiftを促進することを強く示唆する。リボソー
ム小サブユニットの rRNA のデコーディング部位の配列は異なっているが、2 次構造は進化的に
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驚くほどよく保存されている【94】。ポリアミンによる AZの+1 frameshift促進も RF2 と同様に 18S 
rRNAのデコーディング部位で引き起こされる可能性が高い。 
細胞内においてポリアミンは主として RNA と結合して存在する。大腸菌内において、ポリアミン
は平均して100ヌクレオチドのRNAにSPDが1.4分子、PUTが3.5分子結合して存在している。
また、ポリアミンが核酸と結合する場合、2本鎖で GC含量が高いほど優先的に結合する性質を持
つ 【26】。現にポリアミンモジュロンである OppA mRNA の開始コドン近傍 【95】、及びポリアミン
によりアミノアシル化の促進をうけるラット肝 Ile-tRNA のアクセプターステム 【96】はバルジ構造を
とっており、ポリアミンが結合することで強いステム構造をとることがRNaseを用いた限定分解により
明らかとなっている。従って、ポリアミンによるRF2の+1 frameshift促進部位は、スペクチノマイシ
ン結合部位近傍である 16S rRNAの Helix 34のバルジ構造である可能性が高い。現在、バルジ
構造を含む 34 merの人工二本鎖U6-34 RNAを用い、SPDの特異的な相互作用部位をNMR
で解析中である。 
またFig. 3-9に示したように、DnaX遺伝子の-1 framehsiftに対するポリアミンの効果は認めら
れなかった。-1 frameshiftで合成される蛋白質として、L-A二重鎖RNAウイルスの gag-pol融合
蛋白質が知られているが、L-A の-1 frameshift に対するポリアミンの効果は認められていない
【97】。従って、+1 frameshift と-1 frameshiftでは、メカニズムが異なることが考えられる。 
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４. ポリアミンが細胞増殖初期に RF2合成を促進する生理的意義 
 
ポリアミンにより翻訳レベルで合成が促進される遺伝子は現在 5 種同定されている。OppA は
ATPをエネルギー源としてオリゴペプチドを細胞内に取り込むABCトランスポーターを構成する基
質結合蛋白質である。Cyaは cAMP結合蛋白質 (CRP)と共に鞭毛系の遺伝子群や呼吸鎖に関
与する遺伝子群等の転写を促進する。RNA ポリメラーゼσ38サブユニットは、ストレス解除に関わる
遺伝子群の転写を促進する。FecIは鉄オペロンの遺伝子群の転写を促進し、Fisは rRNAやいく
つかの tRNA、エネルギー産生に関わる adhE、ptsG、nuoH等の遺伝子群の転写を促進する働
きを持つ。細胞増殖初期において、ポリアミンによる RF2 合成促進は、細胞増殖促進にどのような
役割を果たすか解析を行った。 
 
4-1. 実験方法 
 
DNAプラスミドの作製 
pMW-OppA (UGA)を作製するため、overlap extension PCR法を用いて以下の方法で作製
した【72】。本研究では、pMW975 (5’-UTRを 975塩基含む oppA遺伝子を pMW119に挿入し
たプラスミド)を pMW-OppA (UAA)とした【63】。この pMW-OppA (UAA)を鋳型とし、プライマー
は P18 と P20、P19 と P21を用いて PCRを行なった。未反応のプライマーを除去した PCR産物
を鋳型 DNA とし、プライマーは P18 と P19を用いて 2回目の PCRを行なった。0.8 kbの PCR
産物を Csp45I と XbaI で処理し、pMW-OppA (UAA)と同じサイトに挿入したプラスミドを
pMW-OppA (UGA)とした。プラスミドの塩基配列は、Gene Rapid System (Amersham 
Pharmacia Biotech)を用いて確認した。 
 
マイクロアレイによる遺伝子発現解析 
大腸菌MA261をプトレスシン非存在下でA540=0.05からA540=0.15まで培養し、全RNAを抽
出した。DNAマイクアレイはYoshidaらの方法【66】に従い、TaKaRa Intelli Gene E. coli CHIP, 
version 2.0 (Takara)を用いて行なった。 
 
ウェスタンブロッティング法による RF2、MBP融合蛋白質、L20及び EF-Gの検出方法 
抗 L20抗体及び抗 EF-G抗体は以前調整したものを用いた【98,99】。蛋白質濃度の定量には
Bradford protein assay kit (Bio-Rad)を用いた。ウェスタンブロッティング法による特定蛋白質の
検出は Nielsen らの方法【58】に従い、ECL™ Western blotting reagents (Amersham 
Biosciences)を用いて検出を行なった。検出したバンドの定量は、LAS-1000 plus luminescent 
image analyzer (Fuji Film, Japan)を用いて行なった。 
 
 
 39
免疫沈降法による OppA合成量の測定 
大腸菌MA261∆oppA/pMW-OppA (UAA or UGA)をポリアミン非存在下、10 mlで培養した。
A540=0.15に達した時点で 5 mlずつ 2本に分注し、1本に最終濃度 100 µg/mlのプトレスシンを
添加して、ともに 10分間培養した。その後、両培養液に[35S]メチオニン (1MBq)を加えて 20分間
培養した後、20 mMメチオニンを加えて直ちに集菌した。細胞をD-buffer (0.1 M NaCl、10 mM 
Na-phosphate、pH 7.4、1 % Triton X-100、0.1 % SDS)に懸濁後、French Pressure (圧力：
20,000 p.s.i)で細胞を破砕し、細胞抽出液を調整した。OppA蛋白質合成量は、1,000,000 cpm
の[35S]メチオニンでラベルされた蛋白質を Philipsonらの方法【59】に従って、抗OppA抗体を用
いた免疫沈降法により定量した。OppAの定量は、Fuji Bas 2000II imaging analyzerを用い
た。 
 
ドットブロッティング法による特定mRNAの検出方法 
大腸菌 MA261∆oppA/pMW-OppA (UAA or UGA)は、プトレスシン存在下、非存在下で
A540=0.05 から A540=0.15 まで培養した。大腸菌からの全 RNA抽出は、Emory らの方法に従っ
た【74】。ドットブロッティング法は、全 RNA20 µg を使い、プローブの 32P-ラベルの方法は
BcaBEST labeling kit (TaKaRa)を用いて、Igarashiらの方法【63】に従った。OppA mRNAの
検出に用いたプローブは、P25 と P27による PCR産物を使用した。 
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4-2. 結果 
 
1) ポリアミンによる遺伝子発現の変化及び終止コドンの使用頻度の変化 
ポリアミン要求性大腸菌 MA261 に、プトレスシンを添加した際の遺伝子発現の変化を DNA マ
イクロアレイを用いて検討した (Fig. 4-1A)。細胞増殖初期では、2714遺伝子の発現が認められ、
そのうちポリアミンにより発現量が 2倍以上増加した遺伝子は 347種であった。その 347遺伝子を
国立遺伝学研究所の遺伝子データベースをもとに、それぞれ機能別に 15 のグループに分類した。
その結果、翻訳に関与する遺伝子群、主としてリボソーム蛋白質 mRNA (Translation)及び解糖
系に関与する遺伝子群 (Energy metabolism)が顕著に増加していた。RF2 は終止コドン UGA
及びUAAを認識して翻訳を終結させる蛋白質である。そこで、ポリアミンにより発現が 2倍以上増
加した遺伝子群の中で、終止コドンの使用頻度に差があるか調べた (Fig.4-1B)。その結果、終止
コドン UAAの使用頻度が、ポリアミンにより 2倍以上発現量が増加した 347遺伝子で 69.5%、発
現した 2714 遺伝子では 65.1%と 4.4%上がっていた。翻訳に関与する遺伝子群での終止コドン
UAAの使用頻度を調べたところ、発現した遺伝子では 82.3%、ポリアミンにより 2倍以上発現量が
増加した遺伝子では 93.9%と 11.6%上がっていた。 
 
2) ポリアミンにより合成促進をうけた RF2は、終止コドン UAAをもつmRNAの翻訳を促進する 
RF2の終止コドン認識能は、UGA>UAAの順であることが報告されている【100】。そこで、終止
コドンUAA又はUGAをもつmRNAを用い、ポリアミンによる蛋白質合成促進能に変化があるか
検討した (Fig. 4-2A)。解析で用いた遺伝子は、野生型で終止コドン UAA をもち、ポリアミンモジ
ュロンであるOppA遺伝子である。終止コドンUAAをUGAに置換すると、PUT無添加の条件下
でも合成量が約 1.3倍増加した。PUTを添加すると、ポリアミンによる蛋白質合成促進能は終止コ
ドン UAA で 7.1倍、UGA で 5.0倍と、終止コドン UAA をもつ mRNA のほうがポリアミンによる
蛋白質合成促進能が強かった。終止コドンを置換した際に mRNAの発現量が変化するかドットブ
ロッティング法で調べた (Fig. 4-2B)。その結果、終止コドンの置換は mRNA の発現量に影響を
与えなかった。従って、終止コドン UAAをもつmRNAは、UGAをもつmRNAに比べて強くポリ
アミンにより蛋白質合成が促進されることが明らかとなった。また、リボソーム蛋白質L20、及び翻訳
延長因子G (EF-G)mRNAも終止コドンUAAをもつが、ポリアミンにより転写で 1.9倍、蛋白質合
成で 2.1 倍増加していた (Fig. 4-2C)。従って、ポリアミンにより転写の促進をうけた終止コドン
UAA をもつ特定 mRNA は、RF2 の翻訳終結による蛋白質合成が促進されることが明らかとなっ
た。 
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4-3. 考察 
 
ポリアミン要求性大腸菌にポリアミンを添加すると、DNA、RNA 合成よりも先に蛋白質合成が促
進されて、細胞増殖速度が上昇する【31,32】。当研究室では、ポリアミンにより翻訳レベルで合成
促進をうける遺伝子群をポリアミンモジュロンと定義し、現在までに oppA、cya、rpoS、fecI、fis を
同定している。OppAを除いた 4種は、転写調節に関わる蛋白質である。細胞増殖初期でのポリア
ミンによる遺伝子発現の変化をDNAマイクロアレイを用いて検討した結果、ポリアミンにより翻訳に
関与する遺伝子群及び解糖系に関与する遺伝子群が顕著に増加していた (Fig. 4-1A)。ポリアミ
ンモジュロンにより転写が促進される遺伝子群を調べた。Fis は rRNA や tRNA の他、呼吸鎖に
関わるユビキノン オキシドレダクターゼ-I (NDH-I)をコードする nuoA、nuoB、nuoD、nuoG、
nuoH、nuoI、nuoK、nuoL の転写が促進されていた【101】。Cya は、sdhA、sdhB、sdhD の転
写を促進し、これらの遺伝子群は呼吸鎖に関わるサクシネート デヒドロゲナーゼをコードしている
【102】。電子伝達系に必要な金属の一つである鉄は、FecI による鉄輸送オペロンの発現量が促
進されることでまかなわれる。すなわち、ポリアミンモジュロンが細胞増殖促進に果たす役割の一つ
として、Fis、Cya及び FecIにより電子伝達系の遺伝子群が転写促進されることで、呼吸鎖が活発
化し、細胞増殖に必要な ATPが大量に産生されることが考えられる。 
今回新たにポリアミンモジュロンとして同定した RF2は、終止コドンUGA及びUAAを認識して
翻訳を終結させる蛋白質であるが、その終止コドン認識能は UAA よりも UGAのほうが強いことが
報告されている【100】。従って、ポリアミン非存在下では、終止コドンUGAをもつmRNAは、終止
コドン UAAをもつmRNAに比べて、蛋白質合成量が多い。しかしながら、ポリアミンにより細胞内
RF2量が多くなると、RF2が終止コドン UAA を認識する頻度が増加することで、終止コドン UAA
をもつ mRNA の蛋白質合成が終止コドン UGA をもつ mRNA に比べて強く促進される (Fig. 
4-2A)。細胞増殖初期では、ポリアミンによりリボソーム蛋白質mRNAの増加が認められ、これらの
遺伝子群の 93.9%が終止コドンUAAをもつことが明らかとなった (Fig. 4-1A)。すなわち、ポリアミ
ンにより合成促進をうけた RF2は、ポリアミンによる転写レベルでのリボソーム蛋白質合成促進をさ
らに翻訳レベルで円滑にすることが示唆された (Fig. 4-2B)。またポリアミンモジュロンである Fis
は、rRNAの転写を促進する。従って、細胞増殖に最も大事な初期に、RF2は Fis と共にリボソー
ム合成を促進することで翻訳を活性化し、細胞増殖を促進することが考えられる。 
翻訳因子、リボソーム蛋白質、rRNA 及び tRNA の発現量は細胞増殖速度依存的に変化する
特徴があり、生育環境に応じてフィードバック調節機構が働いている【103-105】。つまり、細胞増殖
速度が増加するとその発現量は上昇し、細胞増殖速度が低下するとその発現量は減少する。ポリ
アミンによるリボソーム蛋白質 mRNAの増加は細胞増殖初期 (A540=0.15)のみに認められ、細胞
増殖中期 (A540=0.5)では認められなかった【66】。この理由として、ポリアミンによるリボソーム蛋白
質mRNAの安定化と ribosome modulation factor (RMF)の関与が考えられる。細胞内ポリアミ
ン量は細胞増殖初期に多く、中期や静止期に進むにつれて減少する。RMFは、対数増殖初期で
は RMF の発現は認められないが、中期や静止期に進むと発現量が増加し、70S リボソームを
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100S dimer にすることでリボソームの分解を防ぐことから、生存率を上げる蛋白質であると考えら
れている 【106,107】。静止期において、rmf欠損株と野生型株での遺伝子発現の変化をＤＮＡマ
イクロアレイを用いて解析した結果、rmf 欠損株ではリボソーム蛋白質遺伝子群の発現が優位に
増加していた (データ未掲載)。また、RMF 過剰発現株では、ポリアミンによる細胞増殖促進が有
意に阻害された (データ未掲載)。現在、RMF が対数増殖中期、又は静止期においてポリアミン
モジュロンであるかを解析中である。 
RF2の+1 frameshiftによる合成は、RF2自身による翻訳終結と拮抗関係にあるため、ポリアミ
ンによる RF2合成の促進は約 1.7倍と促進率は低かった。細胞内の RF2数はウェスタンブロッテ
ィング法により詳細に調べられており、0.4%グルコース存在下で培養した細胞では、RF1 が 2000
分子、リボソームが 8900分子に対し、RF2は 10000分子と多く含まれている【108】。すなわち、ポ
リアミンによる RF2合成の促進率は低いが、RF2合成数としてはポリアミンにより多く促進されてい
ると考えられる。 
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5. 結論 
 
1. AZの+1 frameshiftによる合成を促進することで細胞増殖を阻害するジアミンとして、アグマ
チンの他、1,6-ヘキサンジアミンを同定した。ジアミンが AZの+1 frameshiftを促進するには、
アミン間の距離が重要であることを示唆した。 
 
2. ポリアミンは大腸菌RF2の+1 frameshiftを促進した。ポリアミンによる+1 frameshiftの促進
は、ポリアミンによる 30S リボソーム亜流子上の A-siteの構造変化によることが示唆された。 
 
3. ポリアミンにより合成促進をうけた RF2 は、ポリアミンによる転写レベルでのリボソーム蛋白質
合成をさらに翻訳レベルで促進し、リボソームを効率よく合成することが示唆された。 
 
4. ポリアミンにより翻訳レベルで合成が促進される遺伝子群をポリアミンモジュロンと定義し、細
胞増殖促進に関与する遺伝子の同定を行なってきた。これまでに OppA、Cya、RpoS (σ38)、
FecI (σ18)及び Fisが同定されている。本研究では、新たに RF2をポリアミンモジュロンとして
同定した。 
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7. 添付資料 
 
Supplemental data
Genes up-regulated in the presence of putrescine
1. Amino acid metabolism
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW3353 622#9 aroK TAA 3.78 JW1670 320#2 sufS TAA 2.58
JW3242 530#17 aroE TGA 3.05 JW4351 675#2 serB TAA 2.42
JW2414 419#3 cysM TAA 3.02 JW1734 327#8 astB TAA 2.06
2. Biosynthesis of cofacters, prosthetic groups, carriers
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW2260 401#1 menF TAG 5.49 JW2558 435#8 nadB TAA 2.76
JW1388 267#2 paaF TAA 3.70 JW2186 372#6 ccmD TGA 2.28
JW1585 311#8 (bioD) TAA 3.50 JW3198 526#4 sspA TAA 2.24
JW0169 121#1 uppS TGA 3.34 JW3953 533#3 thiH TGA 2.07
JW3154 521#12.1 ispB TAA 3.03
3. Cell envelope
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW1881 340#3 flhD TGA 13.95 JW1907 342#4 fliA TAA 2.87
JW1930 343#11 fliN TAG 8.39 JW3219 528#9 mreC TAG 2.74
JW1248 252#13 ompW TAA 7.33 JW3761 555#6 rffD TGA 2.63
JW1880 340#2 flhC TAA 5.77 JW1068 234#5 flgJ TGA 2.39
JW1909 342#7 fliD TAA 4.53 JW1928 343#9 fliL TAA 2.37
JW1927 343#8 fliK TAA 4.29 JW1660 319#12 ydhU TAA 2.32
JW2022 352#7 rfbX TGA 4.28 JW2009 351#5 wzz TAA 2.31
JW2375 414#4 ddg TAA 4.14 JW0090 111#4 ddlB TAA 2.30
JW1061 233#22 flgC TAA 3.21 JW3762 555#7 rffG TAA 2.25
JW3940 534#2 murB TGA 3.13 JW0636 169#9 rlpB TGA 2.10
JW1911 342#9 fliT TGA 2.88 JW1031 232#2 ymdA TAA 2.07
JW1728 327#2 osmE TAA 2.87 JW0940 223#2 ompA TAA 2.04
4. Cellular process
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW3289 627#8 hofF TAA 13.26 JW3354 622#10 hofQ TAA 2.68
JW3286 627#5 gspC TAA 4.43 JW3262 628#5 secY TAA 2.46
JW4323 672#3 mdoB TAA 3.94 JW2594 439#14 grpE TAA 2.44
JW1237 252#2 oppC TAA 3.46 JW3914 537#3 katG TAA 2.27
JW1236 252#1 oppB TGA 3.15 JW1239 252#4 oppF TAA 2.22
JW0096 111#10 secA TAA 2.99 JW0426 148#4 tig TAA 2.16
JW3309 626#9 fkpA TAA 2.91 JW1235 251#9 oppA TAA 2.13
5. Central intermediary metabolism
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW3485 606#5 gadA TGA 3.64 JW2637 444#2 gabT TAG 2.57
JW2768 457#7 sdaB TAA 3.45 JW0410 146#13 dxs TAA 2.42
JW0999 228#12 putA TAA 3.18 JW3897 539#9 glpK TAA 2.28
JW0987 227#9 agp TAA 2.65 JW2294 405#6 pta TAA 2.12
JW1488 280#6 gadB TGA 2.62
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6. Energy metabolism
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW2078 359#2 gatA TAA 14.37 JW0712 176#4 sdhD TGA 2.56
JW2075 358#10 gatD TGA 13.49 JW2276 403#8 nuoI TAA 2.44
JW2155 369#1 fruK TGA 12.43 JW1462 276#10 narY TAA 2.43
JW2082 359#4 gatZ TAA 9.31 JW0336 139#1 lacI TGA 2.36
JW3731 558#3 rbsK TGA 8.38 JW3715 560#11 atpE TAG 2.34
JW1439 273#8 ydcW TAA 6.92 JW2278 403#10 nuoG TGA 2.32
JW0716 177#1 sucB TAG 6.28 JW0112 113#4 lpdA TAA 2.30
JW0718 177#3 sucD TAA 5.48 JW1461 276#9 narW TGA 2.27
JW0111 113#3 aceF TAA 4.56 JW3717 560#13 atpI TAA 2.25
JW1512 304#4 tam TAA 4.52 JW2448 422#1 talA TAA 2.24
JW0717 177#2 sucC TAA 4.36 JW3585 575#8 grxC TAA 2.23
JW2039 354#5 wcaF TAA 4.01 JW1471 278#3 fdnH TAA 2.19
JW0713 176#5 sdhA TAA 3.97 JW3394 616#5 glgX TGA 2.18
JW3387 617#5 glpG TAA 3.55 JW0886 216#7 pflB TAA 2.16
JW2698 449#8 hypC TAA 3.47 JW0609 168#1 citD TGA 2.15
JW0855 211#14 poxB TAA 3.30 JW3985 633#4 pgi TAA 2.14
JW2071 358#8 gatR TAG 3.20 JW3864 543#11 fdoH TGA 2.13
JW0956 225#1 hyaC TGA 3.19 JW2281 404#3 nuoD TAA 2.10
JW1463 276#11 narZ TGA 3.01 JW3587 575#10 pgmI TAA 2.08
JW2273 403#5 nuoL TGA 2.96 JW1843 336#24 pykA TAA 2.08
JW4083 646#6 fumB TAA 2.94 JW1268 254#14 acnA TAA 2.07
JW1768 330#11 gapA TAA 2.73 JW2282 404#4 nuoB TAA 2.06
JW3918 537#7 fsaB TAA 2.73 JW4224 660#7 idnD TAA 2.05
JW1412 270#2 aldA TAA 2.69 JW3821 550#16 fadA TAA 2.05
JW3865 543#12 fdoG TAA 2.66 JW1228 251#7 adhE TAA 2.03
JW0045 105#9 yabF TAG 2.65 JW0741 179#9 galT TAA 2.02
JW2274 403#6 nuoK TGA 2.60 JW3699 561#3 bglB TAA 2.00
JW2283 404#5 nuoA TAA 2.57
7. Fatty acid/Phospholipid metabolism
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW4030 639#2 acs TAA 7.52 JW1076 235#8 plsX TAG 2.21
JW2569 437#1 pssA TAA 4.80 JW1653 319#5 cfa TAA 2.02
JW3759 555#4 wzzE TAG 4.29
8. Nucleotide metabolism
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW0928 221#13 pyrD TAA 7.65 JW0166 120#7 pyrH TAA 2.88
JW1273 255#5 pyrF TGA 7.47 JW3618 572#11 rph TAG 2.83
JW0511 157#10 purK TAA 4.94 JW4309 670#4 mcrB TAG 2.69
JW3681 564#2 rnpA TGA 4.67 JW2541 433#7 purL TAA 2.66
JW2228 377#2 nrdA TGA 4.09 JW0050 106#1.1 ksgA TAA 2.56
JW2502 429#2 ndk TAA 4.00 JW2483 426#7 upp TAA 2.47
JW2050 356#1 dcd TAA 3.90 JW2485 426#9 purN TAA 2.06
JW2860 468#8 recJ TAG 3.01 JW0204 126#1 rnhA TAA 2.02
9. Regulatory functions
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW0109 112#9 pdhR TAG 3.79 JW3689 562#2 yidZ TAA 2.32
JW3426 612#1 rpoH TAA 3.68 JW0682 173#12 kdpE TGA 2.13
JW2212 374#3 rcsC TGA 3.03 JW2931 476#10 (mltC) TAA 2.04
JW3964 532#3 hupA TAA 2.66 JW4024 638#5 soxR TAA 2.02
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10. Transport/binding protein
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW1806 335#2 manX TAA 15.45 JW3789 552#3 corA TAA 3.37
JW3730 558#2 rbsB TAG 15.35 JW1699 323#3 btuD TGA 3.26
JW2076 358#11 gatC TAA 9.65 JW1110 238#13 potC TGA 2.76
JW1087 236#10 ptsG TAA 7.07 JW3168 523#2 yhbG TGA 2.68
JW1238 252#3 oppD TGA 5.22 JW0562 163#3 cusF TAA 2.66
JW1808 335#4 manZ TAA 5.00 JW4065 643#15 phnE TGA 2.60
JW1487 280#5 xasA TAA 4.83 JW0826 210#1 mdfA TAA 2.54
JW2137 366#8 mglB TAA 4.24 JW4251 662#10 fecA TGA 2.13
JW3727 559#7 rbsD TGA 3.86 JW0686 174#1 kdpA TGA 2.08
JW0804 207#3 ybiT TAA 3.79 JW0103 112#3 hofB TAA 2.02
JW2638 444#3 gabP TGA 3.47
11. Replication
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW0461 152#5 recR TAA 5.45 JW3679 565#10 dnaA TAA 2.35
JW2083 359#5 gatY TAA 4.64 JW4325 672#5 dnaC TAA 2.33
JW0698 175#3 phrB TAA 3.07 JW3719 560#15 gidA TAA 2.22
JW4159 655#8 priB TAG 2.75 JW3350 622#6 dam TAA 2.07
12. Transcription
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW0781 204#3 rhlE TAA 7.16 JW2560 435#10 srmB TAA 2.81
JW1337 262#6 dbpA TAA 4.01 JW3133 519#2 pnp TAA 2.53
JW3945 534#8 nusG TAA 3.02 JW3624 571#2 rpoZ TAA 2.43
13. Translation
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW4160 655#9 rpsR TAA 8.11 JW3200 526#6 rplM TAA 3.10
JW4158 655#7 rpsF TAA 7.39 JW3281 628#24 rplD TGA 2.99
JW3267 628#10 rplF TAA 7.28 JW3611 572#4 rpmG TAA 2.88
JW0654 171#1 lnt TAA 6.71 JW3037 509#8 rpsU TAA 2.69
JW3153 521#12 rplU TAA 6.15 JW0165 120#6 tsf TAA 2.68
JW3947 534#10 rplA TAA 5.83 JW3258 628#1 rpsD TAA 2.60
JW3907 538#9 rpmE TAA 5.38 JW3304 626#4 rpsL TAA 2.47
JW0396 145#4 tgt TAA 4.79 JW3283 627#2 rpsJ TAA 2.47
JW4335 673#8 rimI TAA 4.79 JW3282 627#1 rplC TAA 2.46
JW3134 519#3 rpsO TAA 4.58 JW0395 145#3 queA TAA 2.45
JW3946 534#9 rplK TAA 4.33 JW3278 628#21 rpsS TAA 2.44
JW2173 371#4 rplY TAA 4.19 JW3270 628#13 rplE TAA 2.37
JW3949 534#12 rplL TAA 3.97 JW3272 628#15 rplN TAA 2.29
JW3152 521#11 rpmA TAA 3.65 JW3256 530#31 rplQ TAA 2.18
JW3948 534#11 rplJ TAA 3.57 JW3279 628#22 rplB TAA 2.05
JW3269 628#12 rpsN TAA 3.48 JW3148 521#7 greA TAA 2.05
JW3303 626#3 rpsG TGA 3.30
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14. Other categories
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW3287 627#6 gspD TGA 5.30 JW1544 308#1 cspI TGA 2.28
JW0797 206#4 dps TAA 5.17 JW1550 309#2 cspF TGA 2.25
JW1171 244#2 hlyE TGA 4.30 JW4226 660#9 yjgB TGA 2.18
JW0171 121#3 yaeL TGA 4.17 JW4133 652#12 hflC TAA 2.16
JW0729 178#8 tolA TAA 3.52 JW3030 509#1 ygiG TAA 2.15
JW1819 335#14 prc TAA 3.30 JW2714 451#4 surE TAA 2.09
JW1827 336#8 pphA TAA 3.08 JW1458 276#6 nhoA TAA 2.08
JW1589 311#12 asr TAA 2.80 JW2522 431#6 dgxA TGA 2.03
JW1757 329#7 pncA TAA 2.75 JW1297 258#2 pspA TAA 2.02
15. Hypothetical
ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio ORF ID ORF ID Gene Termination          Ratio
(Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT) (Genobase) (GeneCHIP) codon (+PUT/-PUT)
JW3682 564#3 yidD TAA 12.39 JW2766 457#5 ygdH TAA 2.44
JW2134 366#6 yeiA TAA 12.26 JW4162 655#11 yjfZ TAA 2.44
JW3228 530#1 yhdG TAA 10.78 JW1772 331#4 yeaG TAA 2.44
JW1138 241#8 241#8 TGA 9.26 JW4029 639#1 yjcH TGA 2.43
JW2249 380#1 yfbG TGA 8.33 JW3801 551#6 yigL TAA 2.42
JW0186 123#6 yaeQ TGA 7.68 JW1836 336#17 yebF TAA 2.41
JW1739 328#4 ydjX TAG 7.53 JW3055 512#2 ygjO TAA 2.41
JW1510 304#2 yneB TAA 6.90 JW3001 507#4 yqiB TAG 2.40
JW3478 607#10 hdeA TAA 6.10 JW2546 434#5 yfhL TAA 2.40
JW1583 311#6 ynfI TAG 5.37 JW3060 512#8 ygjU TAA 2.39
JW3139 520#2 yhbC TAA 5.31 JW3070 513#7 yqjE TAA 2.39
JW4116 651#9 genX TAA 4.97 JW3886 540#5 yiiP TAA 2.35
JW1508 303#11 ydeZ TAA 4.95 JW2561 435#11 yfiE TAA 2.34
JW0158 119#7 yaeG TAG 4.94 JW1120 240#5 ymfB TAA 2.33
JW0773 203#12 ybhP TGA 4.75 JW3007 507#10 ygiD TAA 2.33
JW1245 252#10 yciA TAA 4.71 JW3831 548#5 yihE TAA 2.32
JW3475 607#7 yhiF TGA 4.59 JW3477 607#9 hdeB TAA 2.32
JW3936 535#10 yijD TAA 4.36 JW2250 380#2 yfbH TGA 2.31
JW1416 271#1 ydcA TGA 4.06 JW2927 476#6 yggH TAA 2.29
JW0370 142#5 yaiY TAA 3.90 JW1596 313#2 ydgH TAA 2.27
JW0095 111#9 yacA TAA 3.83 JW1150 242#1 ycgF TAA 2.26
JW2983 505#13 ygiQ TAA 3.60 JW3413 614#2 yhhA TAA 2.25
JW1511 304#3 yneC TGA 3.55 JW0656 171#3 ybeY TAA 2.24
JW0321 137#5 yahO TAA 3.48 JW3225 529#6 yhdT TGA 2.23
JW2262 402#1 elaA TAA 3.46 JW2846 466#7 (gltD) TAA 2.22
JW4193 657#20 yjgA TAA 3.32 JW0152 119#1 yadR TAA 2.20
JW4324 672#4 yjjA TGA 3.16 JW3435 612#10 sirA TGA 2.19
JW1099 238#2 ycfS TAA 3.05 JW2746 454#13 yqcE TAA 2.16
JW2665 446#6 yqaB TGA 3.01 JW1258 254#1 yciV TGA 2.16
JW2086 359#8 yegU TGA 2.99 JW2318 407#9 div TAA 2.16
JW4165 655#14 fklB TAA 2.95 JW2133 366#5 yeiT TAA 2.15
JW3250 530#24 sun TGA 2.93 JW0346 140#5 yaiM TGA 2.15
JW2748 455#1 ygcF TGA 2.90 JW0900 218#3 ycaR TGA 2.13
JW1335 262#3 262#3 TAA 2.89 JW4005 636#3 yjbJ TAA 2.12
JW4101 649#7 yjeH TAA 2.85 JW0409 146#12 yajO TAA 2.09
JW3079 513#16 yhaM TAA 2.80 JW1592 312#1 ydgF TGA 2.08
JW3481 606#1 yhiU TAA 2.79 JW1445 274#3 yncC TAA 2.08
JW1659 319#11 319#11 TGA 2.79 JW0533 160#3 ybcL TAG 2.08
JW1606 314#3 ydgA TAA 2.77 JW1673 320#5 ynhE TAA 2.08
JW3484 606#4 yhiX TAG 2.77 JW1250 252#15 yciF TGA 2.07
JW1247 252#12 yciC TAA 2.77 JW1410 269#6 hrpA TAA 2.07
JW3806 551#11 ysgA TGA 2.76 JW2248 379#12 yfbF TAA 2.07
JW3480 607#12 yhiE TAG 2.76 JW0697 175#2 ybgA TGA 2.07
JW1118 240#3 ycfC TGA 2.74 JW2940 477#7 477#7 TAA 2.07
JW4082 646#5 yjdF TAA 2.74 JW2610 441#2 yfjM TAA 2.06
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JW3695 562#8 yieJ TAG 2.73 JW2501 429#1 yfgB TGA 2.06
JW2608 440#7 yfjK TGA 2.73 JW1857 337#10 yecE TGA 2.05
JW4144 654#7 yjfC TAA 2.71 JW0475 154#5 ybaT TAA 2.05
JW1280 256#4.1 yciW TAA 2.68 JW1842 336#23 yebK TAA 2.04
JW1261 254#7 yciL TAA 2.64 JW2500 428#6 yfgA TAA 2.03
JW0471 154#1 ybaP TAA 2.63 JW1796 334#3 yeaZ TGA 2.03
JW4220 660#3 yjgR TAA 2.61 JW0803 207#2 ybiS TAA 2.02
JW1190 246#1 ycgS TAA 2.61 JW3989 633#9 yjbH TAA 2.02
JW4087 647#2 yjdI TAA 2.60 JW2012 351#9 (yefJ) TAA 2.02
JW0670 173#1 ybfJ TGA 2.60 JW1749 328#15 ynjH TAA 2.02
JW3305 626#5 yheL TGA 2.54 JW2867 469#7 yqfA TAA 2.01
JW3147 521#6 yhbY TAA 2.51 JW2113 362#11 yehT TAA 2.01
JW3971 630B#1 yjaA TAA 2.48
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